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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Gewebeklebstoffes auf Basis von 
menschlichen oder tierischen Proteinen, mit einem Gehalt an Fibrinogen und Faktor XIII. 

Es ist seit langem bekannt, Blutgerinnungssubstanzen zur Stillung von Blutungen bzw. fur 
Wundversiegelungen heranzuziehen . Nach den ersten derartigen Vorschlagen wurden Fibrin tampons bzw. 
5 Fibrinplattchen verwendet. Wahrend des Zweiten Weltkrieges wurden Gewebeklebungen mit Hilfe von 
Blutplasma vorgeschlagen. 

In letzter Zeit wurde von H. Matras u.a. in der "Wiener Medizinischen Wochenschrift", 1972, Seite 
517, ein Gewebeklebstoff auf Basis von Fibrinogen und Faktor XIII zur nahtlosen interfaszikularen 
Nerventransplantation im Tierexperiment beschrieben. 
10 Eine weitere Studie stammt von Spangler u.a. in der "Wiener Klinischen Wochenschrift", 1973, Seiten 

1 bis 7. Auch hier wurde in Tierversuchen die Moglichkeit aufgezeigt, mit Hilfe von Fibrinogen als 
Kryoprazipitat und Thrombin eine Gewebeklebung vorzunehmen. 

Die bekannten Praparate haben sich noch nicht als zufriedenstellend erwiesen, weil sie die an einen 
Gewebeklebstoff zu stellenden Forderungen, welche die folgenden sind: 
1S a) hohe Belastbarkeit der Klebungen bzw. Wundversiegelungen sowie sichere und anhaltende 

Blutstillung, d.h. gute Haftfahigkeit des Klebers an den Wund- bzw. Gewebsflachen , sowie hohe 
innere Festigkeit desselben, 

b) regelbare Haltbarkeit der Klebungen im Korper, 

c) vollkommene Resorbierbarkeit des Klebstoffes im Verlauf des Wundheilungsprozesses , 
20 d) wundheilungsfordernde Eigenschaften , 

noch nicht in ausreichendem MaBe erfiillen. Dies mag teilweise darauf zuriickzufiihren sein, daB die fur 
die Blutstillung notwendigen Gerinnungsfaktoren in den bekannten Praparaten nicht in einem optimalen 
Verhaltnis zueinander vorhanden waren und auch daran, daB die fibrinolytische Aktivitat im Klebebereich 
nur ungeniigend beherrscht wurde. Es kam haufig durch enzymatische Einwirkung zu einer vorzeitigen 

25 Auflosung der Gewebeklebungen. 

Die Erfindung bezweckt die Vermeidung dieser Nachteile und Schwierigkeiten und stellt sich die 
Aufgabe, einen Gewebeklebstoff auf Basis von menschlichen oder tierischen Proteinen, welcher Fibrinogen 
und Faktor XIII enthalt, zu schaffen, der die weiter oben angefiihrten Voraussetzungen erfiillt. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daB es erforderlich ist, ein bestimmtes Verhaltnis von 

30 Fibrinogen zu Faktor XIII einzuhalten und daB durch eine bestimmte Menge eines Inhibitors die 
fibrinolytische Aktivitat gehemmt wird. 

Die gestellte Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs erwahnten Art erfindungsgemaB 
dadurch gelost, daB in einer fibrinogenhaltigen Blutplasmafraktion ein Konzentrationsverhaltnis von 
Faktor XIII zu Fibrinogen, ausgedriickt in Einheiten des Faktors XIII pro Gramm Fibrinogen, von 

35 mindestens 80 eingestellt und der Blutplasmafraktion ein Plasminogen- Aktivator- Inhibitor oder Plasmin- 
Inhibitor, vorzugsweise Aprotinin, in einer Menge von 20 bis 2000 Kallikrein-Inaktivator-Einheiten 
(KIE) pro ml sowie gegebenenfalls kalteunlosliches Globulin und/oder Albumin zugefiigt werden. 

Vorteilhaft wird aus einem fibrinogenhaltigen Plasma-Kryoprazipitat durch ein- oder mehrfache 
Behandlung mit einer Pufferlosung, welche Natriumzitrat, Natriumchlorid , einen Plasminogen- Aktivator-In- 

40 hibitor oder Plasmin-Inhibitor sowie gegebenenfalls Glycin und Glucose enthalt, kalteloslich.es Plasmaprotein 
entfernt, der gereinigte Niederschlag gelost und gegebenenfalls der geloste, gereinigte Niederschlag 
durch Tieffrieren haltbar gemacht. 

Bevorzugt wird das Kryoprazipitat aus humanem oder tierischem Frischplasma hergestellt, welches 
bei -20°C eingefroren wurde. Bei Erhohung der Temperatur auf 0 bis 2°C wird das Kryoprazipitat 

45 gewonnen und durch Zentrifugieren abgetrennt. Die Pufferlosung, mit der das Kryoprazipitat behandelt 
wird, weist zweckmaBig einen p^-Wert von 6,0 bis 8,0 auf. Das kaltelosliche Plasmaprotein wird durch 
Zentrifugieren unter Einhaltung einer Temperatur von 0 bis 4°C abgetrennt. Der gereinigte Niederschlag 
wird sodann mit der Pufferlosung so lange gewaschen, bis die gewiinschten Verhaltnisse von Faktor XIII 
zu Fibrinogen bzw. das angestrebte Verhaltnis des Fibrinogens, des kalteunloslichen Globulins und des 

50 Albumins erreicht sind. 

Bei einem erfindungsgemaB hergestellten Gewebeklebstoff betragt somit das Verhaltnis des 
Faktors XIII zu Fibrinogen, ausgedriickt in Einheiten des Faktors XIII pro Gramm Fibrinogen, mindestens 
80, und es ist darin ein Plasminogen- Aktivator- Inhibitor oder Plasmin-Inhibitor, vorzugsweise Aprotinin, 
in einer Menge von 20 bis 2000 KIE/ml enthalten. 
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«rt.n Ausfuhrungsform enthalt der erfindungsgemaB erhaltliche Gewebeklebstoff 
Nach einer bevorzugten *» S ™™* t werden konnte> ^ wirksamkeit fordert. 

kaUeunlosliches Globunn. welches vae erfindungsgemaB hergesteUte Gewebeklebstoff 

Nach eine* weiteren Merkmal de ^^"^ auf ^ K omponenten des Gewebeklebstoffes 

zusfitzlich Albumin, welches eine sUbilisierenae wim-uns 

5 austibt. • a zinc Kihrinoeen das kalteunlosliche Globulin 

Haoh etaer — vortenhaften Hit "bander « 

und das Albumin in einem Verhaltius von 60 bis 98 . 0,5 bis 

Faktor XIII in einer Menge von mindestens 7 Einheiten/ml enthalten . mindestenS 
Urn die gewunschte Wirkung sicherzustellen , soli das Fibrinogen in einer Menge 

i. 70 mg/ml enthalten sein Gewe beklebstoff besitzt charakteristische Vernetzbarkeitseigen- 

Der erfindungsgemaB ^althche « eWe ^ bestimmbar 
schaften. welche nach £ ^^Lch d'em Vennischen des Gewebeklebstoffes mit dem 

sind. Der Test wird derart und w NI „. Einheite n (US National Institute 

gleichen Volumen emer « £ 37 o C Lubiert wird. Der Vemetzungsgrad wird nach 

is of Health-Einheiten) Thrombin/ml die l^dtau* enthaltenen Disulfidbrucken durch 

Stoppen der Reaktion ^ e ^^^^^ ^^^yjj^ggyjgujfat und P -Mercaptoathanol durch Gelelektro- 

Zugabe ernes Gemisches von Harnstoff erfindun&sgema6en Gewebeklebstoff ist eine vollstandige 

phorese bestimmt. Charakteristisch fur den *^ 35%ige Vernetzung der Fibrin-*- 

Veroetzung der Fibrta-v-Ketten nach 3 bis & mm 



20 Ketten nach 2 h. t ,. K «,„fr weist etas universelle Anwendbarkeit auf. Er kann 

Der erfindung.gemaO erhaltlich. G.w.beklebs.ofr - « ™ 0rganteaen , zur Wundv.rsiege- 

zum nahUosen Verbtaden von menschlichen oder ueruchen Oewebe Oder Organ 

,u»g „„d Biu.s.uiu.g ^e zur ^^^^Z^^Z^ C.webek^ 
Bevorzugte Anw.ndungsgeb.... , auf ' d „ „„,., Kasen ., ohren- und 

. erfofcre.ch etag.set* werden ^ ^J^J^° fMtbm c^, aUgemeta.n CMrurgie, 

"'rSr- ~r der AppUkaUon de. e.tadungsgem. -^.S^SST^ 
,„ verbtadende Cewebe eta. Mi.chung von Thrombin und Cataumchlond dem Kleb.tof, zuge.ug 

^"SZZ**. v-r-ahren M durch daa ,o,gende Bei.pie, ----- ^ „ 
humane, bei -20.C U.fgefroren.s ^ ? ^ p " u „g, en.haU.nd 

Krvoprazipita. wurde durch Zentrifugier.n ^C.ll «!o Z 50000 KIE Aprottata pro 

„ ... g Td ~ be^C ItWer, Die Ber.and.ung mit der 

Nfe ~ ~rlTp~ler —arion von £ 

„ Verh U «, Fibrinogen zu k—ehe. — » ^^X^IS^U^. 

beatimmt. Di.se Bestimmung wurde eb.nfaU. der ^ reduzier.en Probe de. 

u. P w. a) .,, etaer nicht "'^o^m ^L ^ Etah.Uen/m, gefunden b 2 w. be.rug d,. Ver- 

„ ,52. Fibrinogen war in einer Menge von «-« «^ J^,,^^ der F.k.or XIU-Einheiten erfoigte 
Die Bestimmungen erfoigun » (olgender D « « Subst „ t verwmdet und die 

„ ltt eU etaes Verne.unga^, be, *. ^ « ™ J^IST^™™-* - »- » * ** 

durch die zug.be der unb. "^J^ ^" rats(> „ cnende Fichkurv. wurde mi. gepoo.t.m human™ 
enthaltene Menge an Faktor XIII dienie. cui p.l-^ vttt *>nthalt Die Proteinbestun- 

so Citratplasma erhalten, wobei per definitionem 1 ml Plasma 1 Einhert Faktor XIII enthalt. 

mungen erfolgten mittels der M ^° de ergab eine vollstandige 

Der Vernetzungstest nach der SDS-Polyacryiamia v End produkt wurde in 

Fibrin-v-Vemetzung nach 5 min und eine 68%ige Fibrin-«-Vemetzung nach 2 h. Das Endpr 
Endbehalter abgefiillt und zur Lagerung bei -20°C tief gef roren . 
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Nach einer abgewandelten Verfahrensweise ist es auch moglich, den Plasminogen- Aktiyator-Inhibitor 
bzw. den Plasmin-Inhibitor in einem spateren Stadium zuzufugen, wie durch das folgende Beispiel 2 
eriautert wird: 

112,5 1 humanes, bei -20°C tiefgefrorenes Frischplasma wurde auf +2°C erwarmt. Das entstandene 
5 Kryoprazipitat wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und bei +2°C mit 10 1 einer Puf f erlosung , 
enthaltend 6,6 g Na 3 -Citrat'2H 2 0, 3,4 g NaCl, 10,0 g Glycin, 13,0 g Glucose- 1H 2 0/1, und einem 
Pjj-Wert von 6,5, gewaschen und nochmals bei +2°C zentrifugiert. Der abgetrennte Niederschlag wurde 
durch Erwarmen auf 37°C verfliissigt. Die so erhaltene Losung wurde mit 50 K.IE Aprotinin/ml versetzt. 
In dem so erhaltenen Produkt wurde das Verhaltnis Fibrinogen zu kalteunloslichem Globulin zu 

10 Albumin mit 91,0 : 5,3 : 1,1 bestimmt. Diese Bestimmung wurde ebenfalls nach der SDS-Polyacrylamid-Gel- 
elektrophorese-Methode , u.zw. a) mit einer nicht reduzierten und b) mit einer mit p-Mercaptoathanol 
reduzierten Probe des Gewebeklebers durchgef vihrt . An Faktor XIII wurden 15,7 Einheiten/ml gefunden 
bzw. betrug das Verhaltnis des Faktors XIII zu Fibrinogen, ausgedriickt in Einheiten des Faktors XIII 
pro Gramm Fibrinogen, 170. Fibrinogen war in einer Menge von 92,1 mg/ml enthalten. 

15 Die Bestimmungen erfolgten in folgender Weise: Die Bestimmung der Faktor XIII-Einheiten erfolgte 

mittels eines Vernetzungstests, bei dem Faktor XHI-freies Fibrinogen als Substrat verwendet und die 
durch die Zugabe der unbekannten verdunnten Probe bewirkte Fibrinvernetzung als Ma£ fiir die darin 
enthaltene Menge an Faktor XIII diente. Eine entsprechende Eichkurve wurde mit gepooltem humanem 
Citratplasma erhalten, wobei per definitionem 1 ml Plasma 1 Einheit Faktor XIII enthalt. Die Proteinbe- 

20 stimmungen erfolgten mittels der Methode nach Kjeldahl. 

Der Vernetzungstest nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Methode ergab eine vollstandige 
Fibrin-y-Vernetzung nach 5 min und eine 87%ige Fibrin -or- Vernetzung nach 2 h. Das Endprodukt wurde in 
Einweg-Injektionsspritzen abgefiillt und zur Lagerung bei -20°C tiefgefroren . 

25 

PATENTANSPRUCHE : 

1. Verfahren zur Herstellung eines Gewebeklebstoffes auf Basis von menschlichen Oder tierischen 
Proteinen , mit einem Gehalt an Fibrinogen und Faktor XIII , dadurch gekennzeich- 

30 n e t , daB in einer fibrinogenhaltigen Blutplasmafraktion ein Konzentrationsverhaltnis von Faktor XIII zu 
Fibrinogen, ausgedriickt in Einheiten des Faktors XIII pro Gramm Fibrinogen, von mindestens 80 
eingestellt und der Blutplasmafraktion ein Plasminogen-Aktivator-Inhibitor oder Plasmin-Inhibitor, 
vorzugsweise Aprotinin, in einer Menge von 20 bis 2000 KIE/ml sowie gegebenenfalls kalteunlosliches 
Globulin und/oder Albumin zugefiigt werden. 

35 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB aus einem 

fibrinogenhaltigen Plasma-Kryoprazipitat durch ein- oder mehrfache Behandlung mit einer Pufferlosung, 
welche Natriumzitrat , Natriumchlorid, einen Plasminogen- Aktivator- Inhibitor oder Plasmin-Inhibitor sowie 
gegebenenfalls Glycin und Glucose enthalt, kaltelosliches Plasmaprotein entfernt, der gereinigte 
Niederschlag gelost wird und daB gegebenenfalls der geloste, gereinigte Niederschlag durch Tieffrieren 

40 haltbar gemacht wird. 
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